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Abstract	  Heterotrimeric	  G-­‐protein	  complexes	  couple	  extracellular	  signals	  perceived	  by	  a	  plasma	  membrane	  receptor	  to	  cytoplasmic	  target	  proteins	  in	  order	  to	  regulate	  shoot	  and	  root	  development	  and	  to	  mediate	  various	  stress	  and	  hormone	  responses	  in	  plants.	  The	  Arabidopsis	  genome	  encodes	  one	  canonical	  Gα	  protein	  that	  binds	  the	  obligate	  Gβγ	  dimer	  and	  three	  non-­‐canonical	  Extra-­‐Large	  Gα	  proteins	  (XLG1	  through	  3),	  the	  latter,	  of	  which	  the	  function	  remains	  unknown.	  	  Specifically,	  it	  is	  not	  known	  if	  the	  XLG	  proteins	  have	  a	  Gα	  subunit-­‐like	  signaling	  property.	  	  	  The	  physiological	  function	  of	  XLG	  proteins	  in	  the	  G	  protein	  signaling	  network	  was	  elucidated	  genetically	  using	  Arabidopsis	  loss-­‐of-­‐function	  mutants	  of	  xlg1/xlg2/xlg3	  triple	  (hereafter,	  “triple”)	  and	  gpa1/xlg1/xlg2/xlg3	  quadruple	  (hereafter	  “quad”)	  mutants.	  Five	  independent	  physiological	  traits	  were	  analyzed:	  etiolated	  hypocotyl	  length,	  root	  length,	  lateral	  root	  formation,	  endoplasmic	  reticulum	  (ER)	  stress	  response,	  and	  CLAVATA3	  hormonal	  peptide	  response.	  The	  triple	  and	  quad	  mutations	  decreased	  hypocotyl	  length	  relative	  to	  wildtype	  plants,	  although	  to	  a	  lesser	  degree	  than	  the	  Gβ	  mutant.	  The	  quad	  mutant	  phenocopied	  the	  Gβ	  mutant	  root,	  indicating	  that	  an	  XLG/Gβγ	  signal	  suppresses	  root	  lengths	  in	  parallel	  with	  the	  canonical	  Gαβγ	  heterotrimer.	  XLG	  mutants	  also	  exhibited	  decreased	  survival	  against	  ER-­‐induced	  stress,	  along	  with	  Gβ	  mutants,	  suggesting	  that	  the	  XLG/Gβγ	  complex	  transmits	  an	  ER	  stress	  tolerance	  signal.	  It	  is	  concluded	  that	  the	  non-­‐canonical	  XLG	  proteins	  biologically	  function	  with	  Gβγ	  dimer	  and	  confers	  signaling	  specificity	  in	  heterotrimeric	  G	  protein	  signaling	  network	  in	  plants.	  Thus,	  despite	  the	  unusual	  structure	  of	  XLG	  proteins,	  they	  may	  biochemically	  partner	  with	  the	  Gβγ	  dimer.	   
	  
Introduction	  	  Despite	  the	  early	  divergence	  of	  the	  plant	  and	  animal	  kingdoms	  1.6	  billion	  years	  ago	  (1),	  a	  superfamily	  of	  GTP-­‐binding	  proteins,	  also	  called	  heterotrimeric	  G-­‐proteins,	  is	  found	  within	  both	  kingdoms	  indicating	  that	  the	  heterotrimeric	  G	  proteins	  are	  ancient.	  G-­‐proteins	  possess	  GTPase	  domains	  that	  impart	  upon	  them	  intrinsic	  GTPase	  capabilities,	  allowing	  the	  G-­‐proteins	  to	  hydrolyze	  GTP	  to	  GDP	  (2).	  	  	  The	  structure	  of	  both	  the	  animal	  and	  plant	  Gα subunit	  3-­‐dimensional	  structures	  are	  nearly	  identical	  (RMSD	  =	  1.8	  Å)	  indicating	  a	  strong	  evolutionary	  constraint	  on	  structure	  and	  function	  (3).	  	  	  	  Heterotrimeric	  G	  proteins	  are	  signal-­‐transducing	  proteins	  that	  activate	  a	  variety	  of	  pathways	  in	  both	  plants	  and	  animals.	  In	  animals,	  heterotrimeric	  G-­‐protein	  signaling	  pathways	  begin	  with	  a	  seven	  transmembrane	  G	  protein-­‐coupled	  receptor	  (GPCR)(Fig.	  1).	  The	  GPCR	  binds	  to	  external	  ligands,	  such	  as	  hormones,	  neurotransmitters,	  and	  chemokines,	  while	  also	  associating	  with	  the	  heterotrimeric	  G-­‐protein	  complex	  (4).	  The	  interaction	  of	  the	  G-­‐protein	  heterotrimeric	  complex	  with	  the	  GPCR	  results	  in	  increased	  signaling	  specificity	  within	  animals	  (5).	  Ligand-­‐bound	  GPCR	  promotes	  the	  dissociation	  of	  GDP	  from	  the	  inactive	  Gα,	  while	  also	  promoting	  the	  binding	  of	  GTP.	  	  Upon	  binding	  GTP,	  Gα	  disassociates	  from	  the	  Gβγ	  dimer,	  allowing	  both	  Gα	  and	  the	  βγ	  dimer	  to	  begin	  separate	  signal	  transduction	  cascades	  (6)(Fig.	  1).	  	  
	  
Figure	  1.	  The	  canonical	  heterotrimeric	  G	  protein	  and	  G	  protein	  coupled	  

























class	  of	  Gα	  subunits	  in	  animals	  is	  the	  Q	  class.	  The	  Q	  class	  of	  Gα	  subunits	  couple	  receptors	  to	  Phospholipase	  C.	  This,	  in	  turn,	  allows	  the	  Q	  class	  of	  Gα	  subunits	  to	  play	  a	  role	  in	  platelet	  activation,	  release	  of	  hormones,	  and	  neuronal	  activation	  (7).	  Many	  other	  Gα	  classes	  exist,	  and	  these	  play	  important	  roles	  in	  regulating	  responses	  in	  sensory,	  immune,	  cardiovascular,	  nervous,	  and	  endocrine	  systems	  (7).	  Furthermore,	  the	  β	  and	  γ	  subunits	  also	  possess	  signaling	  capabilities	  and	  trigger	  different	  signaling	  pathways.	  	  Gα	  has	  GTPase	  activity,	  which	  allows	  it	  to	  hydrolyze	  GTP	  to	  GDP	  at	  an	  intrinsic	  rate	  (6).	  Once	  GTP	  is	  hydrolyzed	  to	  GDP,	  Gα	  can	  no	  longer	  activate	  the	  signaling	  pathway,	  and	  the	  heterotrimeric	  complex	  reforms	  (Fig.	  1).	  	  In	  plants,	  the	  heterotrimeric	  G-­‐protein	  complex	  functions	  independently	  of	  a	  GPCR	  (Fig.	  2A).	  The	  ability	  of	  the	  G-­‐protein	  heterotrimer	  to	  function	  independently	  of	  a	  GPCR	  is	  evolutionarily	  conserved	  within	  the	  plant	  kingdom,	  as	  well	  as	  the	  Rhizaria	  and	  chromovaleata	  supergroups.	  (8).	  	  The	  plant	  Gα	  subunit	  has	  evolved	  to	  functionally	  dissociate	  GDP	  and	  bind	  to	  GTP	  without	  the	  need	  for	  a	  GPCR.	  The	  plant	  G-­‐protein	  model	  also	  differs	  from	  animal	  models	  in	  the	  existence	  of	  a	  regulator	  of	  G-­‐
protein	  signaling	  (RGS)	  tethered	  to	  the	  plasma	  membrane	  with	  a	  seven-­‐transmembrane	  region.	  The	  RGS	  protein	  associates	  with	  Gα	  and	  accelerates	  the	  rate	  of	  GTP	  hydrolysis	  (2).	  This	  returns	  the	  Gα	  to	  an	  inactive	  states	  and	  leads	  to	  the	  formation	  of	  the	  heterotrimeric	  complex	  (Fig.	  2A).	  In	  the	  presence	  of	  D-­‐glucose,	  RGS	  in	  Arabidopsis	  has	  been	  shown	  to	  dissociate	  from	  GTP-­‐bound	  Gα	  (2).	  In	  the	  absence	  of	  RGS,	  Gα	  does	  not	  hydrolyze	  the	  bound	  GTP	  efficiently,	  allowing	  the	  Gα	  subunit	  to	  remain	  active	  and	  transduce	  signals	  (2).	  	  
	  
Figure	  2.	  The	  canonical	  heterotrimeric	  G	  protein	  model	  and	  the	  hypothetical	  






proteins	  are	  known	  as	  the	  non-­‐canonical	  Extra-­‐Large	  Gα	  (XLG)	  proteins.	  Arabidopsis	  has	  three	  XLG	  genes:	  xlg1,	  xlg2	  and	  xlg3	  (13,14).	  These	  proteins	  exhibit	  Gα-­‐like	  behavior,	  with	  the	  conservation	  of	  GTPase	  ability	  in	  the	  C-­‐terminal	  Gα-­‐homology	  domain	  (15).	  However,	  there	  are	  many	  differences	  between	  the	  XLG	  proteins	  and	  the	  canonical	  Gα.	  With	  a	  molecular	  weight	  of	  99	  kD	  and	  888	  residues,	  the	  XLG1	  protein	  is	  approximately	  twice	  the	  size	  of	  the	  standard	  Gα	  (16).	  The	  carboxyl-­‐terminal	  region	  of	  XLG1	  is	  32%	  identical	  to	  Arabidopsis	  GPA1	  (16).	  XLG	  proteins	  have	  also	  been	  shown	  to	  utilize	  the	  divalent	  cation	  calcium,	  whereas	  Gα	  uses	  magnesium	  (15).	  Furthermore,	  due	  to	  the	  position	  of	  the	  switches	  that	  facilitate	  interaction	  with	  the	  Gβγ	  dimer,	  XLGs	  were	  believed	  to	  lack	  the	  ability	  to	  interact	  with	  the	  Gβγ	  dimer,	  in	  the	  same	  way	  that	  the	  canonical	  Gα	  interacts	  with	  the	  Gβγ	  dimer	  (3)(Fig.	  3).	  XLGs,	  however,	  have	  been	  shown	  to	  associate	  physically	  with	  the	  Gβγ	  dimer	  through	  coimmunoprecipitation	  and	  Yeast-­‐Three-­‐Hybrid	  assays	  (17,18).	  	  This	  indicates	  that	  the	  XLG	  proteins	  form	  a	  complex	  with	  the	  Gβγ	  dimer	  (Fig.	  2B).	  
	  
Figure	  3.	  Amino	  acid	  sequence	  alignment	  of	  XLGs	  (XLG1,	  XLG2,	  XLG3,	  then	  




































Materials	  and	  Methods	  
Hypocotyl	  Assay	  Approximately	  100	  seeds	  of	  the	  wild	  type	  Col-­‐0	  and	  agb1-­‐2,	  agg	  triple	  (agg1/agg2/agg3),	  gpa1-­‐3,	  xlg	  triple	  (xlg1/xlg2/xlg3),	  and	  quad	  (gpa1/xlg1/xlg2/xlg3)	  mutant	  lines	  were	  cleaned	  in	  800	  µl	  of	  sterilization	  solution	  (33%	  bleach	  and	  0.01%	  Triton-­‐X100)	  on	  a	  turn	  table	  for	  10	  minutes	  at	  room	  temperature.	  The	  seeds	  were	  subsequently	  washed	  with	  sterilized	  water	  5	  times.	  Media	  consisted	  of	  ½	  Murashige	  &	  Skoog	  (MS),	  1%	  sucrose,	  1%	  phytoagar,	  and	  0.5%	  MES	  adjusted	  to	  pH	  5.7	  with	  KOH.	  Approximately	  35	  ml	  of	  media	  was	  poured	  into	  100	  X	  15	  mm	  square	  dishes.	  After	  the	  media	  solidified,	  3	  rows	  of	  10	  seeds	  were	  sown	  onto	  the	  plates	  with	  each	  row	  consisting	  of	  a	  particular	  genotype.	  The	  plates	  were	  then	  taped	  using	  air	  permeable	  tape	  and	  placed	  at	  4°C	  in	  complete	  darkness	  for	  at	  least	  72	  hours.	  The	  seeds	  were	  stimulated	  with	  200-­‐230	  µmoles	  s-­‐1	  m-­‐2	  of	  light	  for	  2	  hours	  at	  22°C.	  After	  stimulation,	  the	  plates	  were	  situated	  vertically	  in	  complete	  darkness	  at	  23°C	  for	  48	  hours.	  The	  hypocotyls	  were	  imaged	  at	  the	  end	  of	  the	  48	  hour	  period.	  Hypocotyl	  lengths	  and	  hook	  angles	  were	  quantified	  using	  the	  ImageJ	  software.	  	  	  
Root	  Assay	  Wildtype	  and	  mutant	  seeds	  were	  washed	  using	  the	  above	  procedure.	  After	  washing	  the	  seeds,	  gibberellic	  acid	  (GA3)	  was	  added	  to	  the	  seeds	  at	  a	  final	  concentration	  of	  10	  µM	  and	  the	  seeds	  were	  placed	  in	  darkness	  at	  4°C.	  The	  media	  was	  prepared	  using	  the	  recipe	  from	  the	  hypocotyl	  assay.	  Approximately	  80	  ml	  media	  was	  poured	  into	  
150	  mm	  square	  plates	  and	  1	  line	  of	  8	  seeds	  of	  the	  same	  genotype	  was	  sown	  onto	  the	  plates.	  The	  plates	  were	  taped	  with	  air	  permeable	  tape.	  Then	  the	  plates	  were	  placed	  in	  a	  short	  day	  chamber	  with	  24	  hour-­‐cycle	  of	  8	  hour	  light	  at	  200-­‐230	  µmoles	  s-­‐1	  m-­‐2	  and	  16	  hour	  darkness.	  Root	  tips	  were	  marked	  beginning	  on	  day	  6,	  and	  were	  subsequently	  marked	  every	  2	  days	  until	  day	  16.	  The	  plates	  were	  then	  photographed.	  The	  root	  lengths	  were	  quantified	  using	  the	  ImageJ.	  The	  roots	  were	  stained	  with	  a	  54.025%	  water,	  45%	  acetic	  acid,	  and	  0.075%	  carmine	  solution.	  The	  roots	  were	  left	  in	  the	  solution	  for	  at	  least	  two	  days,	  and	  the	  lateral	  roots	  and	  lateral	  root	  primordial	  were	  counted	  using	  a	  light	  microscope.	  	  
	  
Tunicamycin	  Stress	  Response	  Wildtype	  and	  mutant	  seeds	  were	  washed	  and	  stored	  in	  GA3	  following	  the	  procedures	  listed	  previously.	  Media	  consisted	  of	  ½	  MS,	  1%	  sucrose,	  1%	  phytoagar,	  0.05%	  MES,	  and	  75	  ng/mL	  tunicamycin	  at	  pH	  5.7	  adjusted	  with	  KOH.	  Approximately	  40	  mL	  of	  media	  was	  poured	  onto	  10	  cm	  square	  plates.	  The	  plates	  were	  divided	  into	  four	  quadrants,	  and	  9	  seeds	  pertaining	  to	  a	  single	  genotype	  were	  sown	  per	  quadrant.	  After	  taping	  the	  plates	  with	  air	  permeable	  tape,	  the	  plates	  were	  placed	  in	  continuous	  light	  at	  41	  µmole	  s-­‐1	  m-­‐2	  	  light	  intensity	  and	  23°C.	  The	  plates	  were	  imaged	  after	  10	  and	  14	  days,	  and	  the	  number	  of	  germinated	  and	  surviving	  seeds	  was	  quantified	  using	  ImageJ	  software.	  	  
	  
	  	  
CLAVATA	  3	  (CLV3)	  Stress	  Response	  Wildtype	  and	  mutant	  seeds	  that	  were	  previously	  washed	  and	  stored	  in	  GA3	  under	  dark	  conditions	  at	  4	  C	  were	  used.	  	  Media	  consisted	  of	  ½	  MS,	  1%	  sucrose,	  1%	  phytoagar,	  0.05%	  MES,	  and	  10	  nM	  CLV3	  at	  pH	  5.7	  adjusted	  with	  KOH.	  Approximately	  50	  mL	  of	  media	  was	  poured	  onto	  10	  cm	  square	  plates,	  and	  9	  seeds	  of	  each	  genotype	  were	  sown	  per	  quadrant	  of	  the	  plates.	  The	  plates	  were	  sealed	  with	  air	  permeable	  tape	  and	  placed	  vertically	  in	  a	  short	  day	  chamber	  with	  200-­‐230	  µmoles	  s-­‐1	  m-­‐2	  	  light	  intensity.	  The	  plates	  were	  imaged	  after	  6	  and	  8	  days,	  and	  the	  root	  lengths	  were	  quantified	  using	  ImageJ	  software.	  	  
	  
Data	  analyses	  and	  statistical	  test	  All	  raw	  values	  measured	  were	  normalized	  with	  the	  mean	  value	  of	  wild	  type	  Col-­‐0	  in	  individual	  trials.	  The	  normalized	  data	  were	  presented	  with	  box	  plots	  showing	  median	  values	  (the	  center	  red	  line),	  25th	  and	  75th	  percentiles	  (lower	  and	  upper	  edges	  of	  the	  box),	  whiskers	  showing	  +/-­‐2.7σ	  and	  outliers	  (red	  cross	  marks).	  	  	  Images	  were	  analyzed	  using	  ImageJ	  software.	  One-­‐way	  ANOVA	  and	  Tukey’s	  multiple	  comparison	  test	  were	  used	  to	  measure	  the	  statistical	  significance	  of	  all	  data	  sets.	  	  
	  
Results	  
Shoot	  Growth	  of	  Loss-­‐of-­‐Function	  mutations	  in	  Arabidopsis	  G	  protein	  Genes.	  	  
	  It	  has	  been	  shown	  that	  a	  null	  mutation	  in	  Arabidopsis	  Gβ	  or	  three	  Gγ	  genes	  (agb1-­‐2	  or	  agg1/2/3)	  decreases	  length	  of	  vegetative	  tissues	  including	  etiolated	  hypocotyl	  length	  	  (10,	  12,	  19).	  The	  Gα	  mutant	  (gpa1-­‐3)	  also	  exhibits	  shorter	  hypocotyl	  lengths	  
(9,	  12),	  however	  the	  vegetative	  tissues	  of	  gpa1	  plants	  are	  were	  longer	  than	  those	  of	  
agb1	  plants.	  To	  clarify	  how	  XLG	  genes	  are	  involved	  in	  the	  G	  protein	  pathway	  in	  shoot	  development,	  2	  day-­‐old	  etiolated	  hypocotyl	  length	  of	  G	  protein	  null	  mutants	  (gpa1-­‐3,	  agb1-­‐2,	  and	  agg1/2/3),	  a	  triple	  XLG	  mutant	  (xlg1/2/3)	  and	  a	  quadruple	  GPA1/XLG	  mutant	  (gpa1/xlg1/2/3)	  were	  analyzed.	  Wildtype	  Col-­‐0	  plants	  were	  included	  for	  comparison.	  Fig.	  4A	  shows	  representative	  images	  of	  Arabidopsis	  hypocotyls	  after	  48	  hours	  of	  growth	  in	  dark	  conditions.	  Shoot	  phenotypes	  statistically	  significant	  from	  wildtype	  Col-­‐0	  were	  observed	  for	  xlg1/2/3,	  agb1-­‐2,	  and	  
agg1/2/3	  mutants	  at	  the	  p<0.01	  level	  (Fig.	  4B).	  These	  mutants	  exhibited	  shorter	  hypocotyl	  lengths	  in	  comparison	  to	  the	  Col-­‐0	  average	  (agb1-­‐2,	  0.50;	  agg1/2/3,	  0.53;	  
xlg1/2/3,	  0.72).	  The	  xlg1/2/3	  mutant	  produced	  an	  intermediate	  hypocotyl	  length	  in	  comparison	  with	  the	  Col-­‐0	  mutants	  and	  the	  Gβ	  and	  Gγ	  mutants.	  The	  xlg1/2/3	  mutant	  exhibited	  44%	  longer	  hypocotyl	  lengths	  than	  the	  abg1-­‐2	  mutants	  (Fig.	  4B).	  The	  difference	  between	  the	  xlg1/2/3	  mutant	  hypocotyl	  lengths	  and	  the	  abg1-­‐2	  and	  
agg1/2/3	  mutants	  were	  statistically	  significant	  at	  the	  p<0.01	  level.	  The	  quad	  and	  
gpa1-­‐3	  mutants	  did	  not	  exhibit	  statistically	  different	  hypocotyl	  lengths	  in	  comparison	  with	  Col-­‐0	  plants	  at	  the	  p<0.05	  levels.	  These	  results	  suggested	  that	  the	  Gβγ	  dimer	  functions	  as	  a	  positive	  regulator	  in	  shoot	  growth	  pathways,	  which	  may	  be	  uncoupled	  with	  any	  Gα-­‐like	  components.	  	  
	  
Figure	  4.	  Hypocotyl	  lengths	  of	  loss	  of	  function	  mutants	  of	  G	  protein	  genes.	  A.	  Representative	  images	  of	  Arabidopsis	  hypocotyls	  after	  48	  hours	  of	  growth	  on	  ½	  MS	  plates	  in	  the	  dark.	  B.	  Box-­‐plot	  of	  the	  quantified	  data	  s	  described	  in	  Material	  and	  Methods.	  Quantitated	  hypocotyl	  lengths	  of	  wildtype	  Col-­‐0	  and	  G-­‐protein	  mutants.	  The	  data	  were	  normalized	  using	  mean	  value	  length	  of	  Col-­‐0	  hypocotyls.	  Numbers	  in	  the	  boxes	  indicate	  sample	  size	  tested.	  	  **	  represents	  a	  significant	  difference	  between	  Col-­‐0	  and	  mutants	  at	  the	  p<0.01	  level	  (one	  way	  ANOVA	  and	  Tukey’s	  multiple	  comparison	  test.)	  	  
Root	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were	  grown	  on	  ½	  MS	  with	  1%	  sucrose	  media	  for	  16	  days	  as	  described	  in	  the	  Materials	  and	  Methods.	  	  Fig.	  5	  shows	  the	  effects	  of	  genetic	  ablation	  of	  G	  protein	  network	  components	  on	  root	  phenotypes.	  Root	  lengths	  of	  all	  mutant	  genotypes	  exhibited	  longer	  roots	  at	  a	  statistically	  significant	  level	  (p<0.01).	  The	  agb1-­‐2	  and	  quad	  mutant	  lineages	  exhibited	  the	  longest	  roots	  lengths	  in	  relation	  to	  Col-­‐0	  plants	  (agb1-­‐2,	  1.45;	  quad,	  1.45)	  (Figs.	  5A	  and	  5B).	  The	  xlg1/2/3	  and	  gpa1-­‐3	  mutants	  showed	  less	  dramatic	  root	  lengths	  (xlg1/2/3,	  1.21;	  gpa1-­‐3,	  1.24)	  (Figs.	  5A	  and	  5B).	  The	  agb1-­‐2	  and	  quad	  mutants	  root	  lengths	  showed	  no	  statistical	  difference	  in	  root	  lengths	  from	  each	  other	  (p=1.00).	  These	  mutants	  differed	  from	  the	  xlg1/2/3	  and	  gpa1-­‐3	  mutants	  at	  the	  p<0.01	  levels.	  The	  xlg1/2/3	  and	  gpa1-­‐3	  mutants	  showed	  no	  statistical	  difference	  between	  themselves	  (p=0.98).	  This	  indicates	  two	  sets	  of	  root	  lengths	  with	  the	  agb1-­‐
2	  and	  quad	  mutants	  exhibiting	  long	  roots	  and	  the	  xlg1/2/3	  and	  gpa1-­‐3	  mutants	  exhibiting	  root	  lengths	  of	  intermediate	  length	  (Fig.	  5B).	  This	  suggests	  that	  the	  XLG	  proteins	  work	  in	  parallel	  with	  the	  Gα	  subunit	  to	  regulate	  primary	  root	  growth.	  	  	   The	  numbers	  of	  lateral	  root	  and	  lateral	  root	  primordia	  (LR	  +	  LRP)	  stemming	  from	  the	  primary	  roots	  were	  counted	  next	  (Fig.	  5C).	  Lateral	  root	  counts	  for	  the	  

























































































Figure	  5.	  Root	  lengths	  of	  loss	  of	  function	  mutants	  of	  G	  protein	  genes.	  A.	  Representative	  images	  of	  roots	  after	  16	  days	  of	  growth	  on	  ½	  MS	  plates	  in	  a	  short	  day	  condition.	  B	  and	  C.	  Box-­‐plot	  of	  the	  quantified	  data	  s	  described	  in	  Material	  and	  Methods	  Quantitation	  of	  primary	  root	  lengths	  and	  numbers	  of	  lateral	  roots	  and	  lateral	  root	  primordia	  on	  the	  16th	  day.	  All	  data	  were	  normalized	  using	  the	  average	  root	  lengths	  and	  lateral	  root	  counts	  of	  Col-­‐0	  plants.	  Numbers	  in	  the	  boxes	  indicate	  sample	  sizes	  for	  each	  genotype.	  **	  represents	  a	  significant	  difference	  between	  Col-­‐0	  and	  mutants	  at	  the	  p<0.01	  level	  (one	  way	  ANOVA	  and	  Tukey’s	  multiple	  comparison	  test.)	  	  
	  
Stress	  Response	  of	  Loss-­‐of-­‐Function	  Mutants	  of	  Arabidopsis	  G	  protein	  Genes	  	  
	  
Tunicamycin	  Stress	  Response	  Survival	  	  
	  Tunicamycin	  exhibits	  stress	  on	  the	  endoplasmic	  reticulum	  (ER)	  by	  slowing	  the	  process	  of	  protein	  folding	  through	  the	  inhibition	  of	  N-­‐glycosylation	  (19).	  This	  slowdown	  of	  protein	  folding	  ultimately	  leads	  to	  the	  unfolded	  protein	  response	  (UPR),	  which	  promotes	  the	  expression	  of	  proteins	  that	  help	  facilitate	  protein	  folding	  (19).	  Apoptosis	  of	  plant	  cells	  results	  when	  the	  UPR	  is	  unsuccessful	  in	  ameliorating	  the	  stress	  induced	  by	  tunicamycin	  (19).	  If	  the	  concentration	  of	  tunicamycin	  is	  high	  enough	  to	  prevent	  effective	  UPR	  in	  the	  entire	  plant,	  the	  plant	  does	  not	  survive	  (20).	  The	  agb1	  null	  mutations	  increased	  sensitivity	  to	  tunicamycin	  (20),	  but	  none	  of	  other	  G	  protein	  mutants	  have	  been	  tested	  in	  the	  same	  condition.	  	  G	  protein	  mutants	  were	  grown	  in	  growth	  media	  containing	  tunicamycin.	  The	  survival	  rates	  of	  the	  mutant	  plants	  were	  normalized	  to	  the	  survival	  rates	  of	  wildtype	  Col-­‐0	  plants	  (Fig.	  6).	  Tunicamycin	  survival	  rates	  were	  statistically	  significant	  for	  the	  agb1-­‐2,	  
xlg1/2/3,	  agg1/2/3,	  and	  quad	  mutants	  at	  the	  p<0.01	  level	  (Fig	  6B).	  The	  normalized	  survival	  rates	  were	  nearly	  0	  for	  these	  mutants	  (agb1-­‐2,	  	  0.017;	  xlg1/2/3,	  0.088;	  
agg1/2/3,	  0.025;	  quad,	  0.055).	  The	  gpa1-­‐3	  mutant	  showed	  higher	  levels	  of	  survival	  than	  the	  other	  mutants,	  but	  showed	  decreased	  survival	  in	  comparison	  to	  the	  col-­‐0	  plants	  (normalized	  survival	  rate=	  0.898).	  In	  summary,	  the	  triple	  xlg1/2/3	  mutant	  and	  the	  quad	  mutant,	  but	  not	  the	  gpa1	  mutant,	  mimicked	  the	  Gβ	  or	  Gγ	  mutant	  phenotype,	  suggesting	  that	  the	  non-­‐canonical	  XLG/Gβγ	  trimer	  regulates	  tunicamycin-­‐induced	  cell	  death	  pathways.	  	  
	  
Figure	  6.	  Tunicamycin	  stress	  response	  survival	  rates	  for	  loss	  of	  function	  G	  



























































	  Phenotypic	  effects	  of	  CLV3	  peptide	  response	  on	  root	  lengths	  CLAVATA3	  (CLV3)	  is	  a	  putative	  peptide	  ligand	  that	  causes	  the	  consumption	  of	  the	  apical	  root	  meristem	  (22).	  Loss	  of	  function	  G	  protein	  mutants	  were	  grown	  on	  growth	  media	  containing	  CLV3	  peptide.	  Fig.	  7	  shows	  the	  effects	  of	  CLV3	  peptide	  on	  mutant	  plant	  root	  lengths.	  	  
	  
Figure	  7.	  CLV3	  stress	  response	  on	  root	  lengths	  after	  6	  days	  for	  loss	  of	  function	  

























































Fig. 7B shows that the agb1-2 and agg1/2/3 mutants exhibited longer root lengths 
than Col-0 wildtype at a statistically significant level (p<0.01). The agb1-2 mutant root 
lengths were 122% longer than Col-0 on average. Similarly, the agg1/2/3 mutant root 
lengths were 127% longer than Col-0 roots on average. CLV3 seems to have increased 
root length for agb1-2 and agg1/2/3 mutants (Fig. 7B). The gpa1-3, xlg1/2/3, and quad 
mutants did not show any statistical difference in comparison to the wildtype root lengths 
for the CLV3 assay (Fig. 7B). The quad mutant, however, did show great variability in 
root lengths indicating possible contamination of seeds. The data suggests that only the 
Gβγ	  dimer	  is	  involved	  in	  the	  regulation	  of	  the	  CLV3	  peptide	  response	  pathway.	  	  
	  
Discussion	  
	   In	  this	  study,	  the	  possibility	  of	  XLG	  proteins	  as	  non-­‐conventional	  Gα	  proteins	  that	  transmit	  signals	  coordinated	  with	  Gβγ	  dimer	  was	  examined.	  	  Three	  different	  signaling	  mechanisms	  that	  confer	  signaling	  specificities	  in	  Arabidopsis	  shoot	  growth,	  root	  growth,	  and	  stress	  responses	  were	  proposed.	  Most	  importantly,	  this	  research	  apparently	  concluded	  that	  the	  Gβγ	  dimer	  not	  only	  interacts	  with	  a	  canonical	  Gα,	  but	  it	  also	  interacts	  with	  an	  atypical	  XLG	  in	  various	  physiological	  responses.	  	  The	  classical	  G	  protein	  model	  consists	  of	  one	  canonical	  Gα	  interacting	  with	  the	  Gβγ	  dimer	  (2)	  that	  affects	  plant	  shoot	  phenotypes,	  root	  phenotypes,	  and	  stress	  responses	  (2).	  Shoot	  phenotype	  data	  (Fig.	  4)	  show	  that	  agb1-­‐2	  and	  agg1/2/3	  mutants	  exhibited	  shorter	  hypocotyl	  lengths	  in	  comparison	  to	  the	  wildtype	  group.	  
Loss	  of	  function	  mutations	  in	  either	  Gβ	  of	  Gγ	  results	  in	  a	  nonfunctioning	  Gβγ	  dimer.	  The	  shorter	  hypocotyl	  lengths	  observed	  in	  the	  agb1-­‐2	  and	  agg1/2/3/	  mutants	  indicate	  that	  the	  Gβγ	  dimer	  positively	  regulates	  hypocotyl	  growth	  in	  Arabidopsis.	  The	  quad	  mutant	  lacking	  Gα	  and	  Gα-­‐like	  components	  displayed	  normal	  hypocotyl	  lengths.	  This	  can	  be	  attributed	  to	  the	  presence	  of	  βγ	  dimers	  that	  are	  not	  bound	  to	  the	  Gα	  components.	  These	  free	  Gβγ	  dimers	  can	  freely	  transduce	  signals	  that	  allow	  normal	  shoot	  growth.	  	  The	  data	  further	  suggests	  that	  the	  Gβγ	  dimer	  is	  necessary	  and	  sufficient	  to	  positively	  regulate	  hypocotyl	  lengths.	  The	  intermediate	  hypocotyl	  lengths	  observed	  for	  xlg1/2/3	  mutant	  indicate	  that	  XLG	  proteins	  may	  be	  involved	  in	  the	  regulation	  of	  shoot	  growth	  epistatically,	  but	  further	  experiments	  are	  needed	  to	  determine	  if	  XLG	  proteins	  are	  truly	  involved.	  	   	  G	  protein	  signaling	  also	  regulates	  root	  growth	  (Fig	  5).	  Mutant	  plants	  increased	  primary	  root	  growth	  in	  comparison	  to	  col-­‐0	  wildtype	  (Fig.	  5B).	  Amongst	  the	  mutants,	  the	  agb1-­‐2	  and	  quad	  mutants	  displayed	  the	  longest	  primary	  root	  (Fig	  5B).	  Previous	  studies	  showed	  that	  AGB1	  negatively	  regulated	  primary	  root	  growth	  (10).	  Therefore,	  a	  loss-­‐of-­‐function	  mutation	  in	  agb1	  should	  prompt	  root	  growth,	  as	  was	  observed	  in	  Fig	  3.	  	  In	  the	  quad	  mutant,	  the	  Gβγ	  dimer	  is	  dissociated	  from	  Gα-­‐like	  components	  and	  is	  free	  to	  suppress	  primary	  root	  growth.	  Normal	  root	  lengths,	  however,	  were	  not	  observed	  for	  the	  quad	  mutant	  (Fig.	  5B)	  suggesting	  that	  a	  complex	  involving	  a	  Gβγ	  dimer	  and	  a	  Gα-­‐like	  component	  may	  be	  necessary	  to	  transduce	  signals	  for	  the	  negative	  regulation	  of	  primary	  root	  length.	  Because	  quad	  mutant	  plants	  have	  no	  canonical	  Gα	  or	  Gα-­‐like	  components,	  such	  a	  complex	  does	  not	  exist	  therefore	  the	  negative	  regulation	  of	  root	  length	  is	  not	  achieved.	  The	  primary	  
root	  lengths	  observed	  in	  xlg1/2/3	  and	  gpa1-­‐3	  mutants	  provide	  further	  evidence	  for	  the	  formation	  of	  such	  a	  complex	  in	  the	  regulation	  of	  primary	  root	  length.	  These	  mutants	  showed	  intermediate	  primary	  root	  lengths	  in	  comparison	  to	  wildtype	  plants	  and	  the	  agb1-­‐2	  and	  quad	  mutants	  (Fig.	  5B).	  In	  summary,	  the	  null	  mutations	  in	  the	  Gα	  and	  XLG	  genes	  additively	  enhanced	  root	  growth	  and	  the	  quadruple	  mutant	  completely	  phenocopied	  the	  agb1	  mutant,	  suggesting	  that	  Gβγ	  dimer	  forms	  complexes	  with	  the	  XLG	  proteins	  as	  well	  with	  the	  canonical	  Gα.	  The	  absence	  of	  one	  of	  the	  Gα-­‐like	  component	  displayed	  only	  showed	  slightly	  longer	  roots,	  suggesting	  that	  presence	  of	  at	  least	  one	  Gα-­‐like	  component	  was	  enough	  to	  suppress	  root	  growth	  with	  Gβγ	  dimer.	  This	  model	  explains	  why	  the	  xlg1/2/3	  and	  gpa1-­‐3	  mutants	  display	  intermediate	  root	  lengths,	  while	  the	  agb1-­‐2	  and	  quad	  mutants	  longer	  root	  lengths.	  	  The	  number	  of	  lateral	  roots	  observed	  for	  each	  of	  the	  plant	  genotypes	  is	  also	  explained	  by	  the	  suggested	  model.	  Since	  Gβγ	  is	  a	  negative	  regulator	  of	  root	  growth,	  but	  only	  functions	  in	  the	  context	  of	  a	  complex	  that	  includes	  a	  Gα	  component,	  the	  
agb1-­‐2	  mutants	  and	  the	  quad	  mutants	  are	  expected	  to	  exhibit	  increased	  lateral	  root	  growth.	  This	  is	  exactly	  what	  was	  observed	  (Fig.	  5C).	  The	  xlg1/2/3	  and	  gpa1-­‐3	  mutants	  did	  not	  show	  increased	  lateral	  root	  counts	  suggesting	  that	  lateral	  root	  growth	  pathways	  was	  salvaged	  by	  the	  presence	  of	  only	  one	  Gα	  component.	  	  G	  protein	  signaling	  pathways	  also	  mediate	  plant	  stress	  responses	  (2).	  In	  Fig.	  5,	  gpa1-­‐3	  displayed	  normal	  survival	  rates	  against	  ER-­‐stress	  induced	  by	  tunicamycin,	  while	  agb1-­‐2,	  xlg1/2/3,	  agg1/2/3	  and	  quad	  mutations	  decreased	  survival	  rates	  by	  less	  than	  10%	  of	  wildtype	  plants	  (Fig.	  6B).	  The	  low	  survival	  rates	  suggest	  that	  the	  
corresponding	  proteins	  are	  essential	  to	  the	  regulation	  of	  ER-­‐stress	  responses	  associated	  with	  tunicamycin.	  Because	  the	  gpa1-­‐3	  mutant	  showed	  normal	  survival	  rates	  against	  tunicamycin	  stress,	  it	  is	  likely	  that	  XLG	  proteins,	  but	  not	  GPA1	  protein,	  associate	  with	  the	  Gβγ	  dimer	  to	  regulate	  the	  stress	  response	  pathways	  necessary	  for	  dealing	  with	  tunicamycin-­‐induced	  stress.	  	  The	  CLV3	  peptide	  leads	  to	  shorter	  root	  phenotypes	  in	  Arabidopsis	  (21).	  The	  
agb1-­‐2	  and	  agg1/2/3	  mutants	  showed	  longer	  primary	  roots	  than	  wildtype	  plants	  exposed	  to	  the	  CLV3	  peptide	  (Fig.	  7),	  while	  the	  quad	  mutant	  did	  not	  show	  differences	  from	  wildtype	  in	  the	  CLV3	  experiment,	  even	  though	  the	  quad	  mutant	  phenocopied	  the	  agb1	  or	  agg1/2/3	  root	  growth	  without	  the	  CLV3	  treatment.	  This	  suggests	  that	  the	  CLV3	  response	  is	  more	  specifically	  mediated	  by	  Gβγ	  dimer	  rather	  than	  the	  XLG/Gβγ	  heterotrimer.	  The	  increased	  root	  growth	  of	  agb1	  or	  agg1/2/3	  plants	  may	  be	  explained	  by	  the	  fact	  that	  those	  mutants	  grow	  longer	  primer	  roots	  even	  in	  the	  absence	  of	  CLV3	  (Fig.	  5B).	  As	  another	  possibility,	  the	  root	  lengths	  of	  the	  plants	  exposed	  to	  CLV3	  growth	  media	  were	  measure	  after	  6	  days	  versus	  the	  16	  days	  of	  the	  root	  length	  experiment.	  This	  difference	  in	  time	  may	  be	  why	  the	  quad,	  
xlg1/2/3,	  and	  gpa1-­‐3	  mutants	  did	  not	  show	  longer	  root	  phenotypes.	  	  In	  the	  classical	  model	  of	  G	  protein	  signaling,	  Gα	  interacts	  with	  the	  Gβγ	  dimer	  to	  form	  a	  heterotrimeric	  complex	  (2).	  These	  three	  components	  maintain	  signaling	  specificity	  and	  regulate	  signal	  transduction	  pathways	  (2).	  Novel	  Gα-­‐like	  components	  such	  as	  XLG	  proteins	  allow	  plants	  to	  communicate	  with	  extracellular	  cues	  more	  sophisticatedly.	  The	  XLG	  proteins	  genetically	  interacted	  with	  the	  Gβγ	  dimer	  mutants	  to	  produce	  visible	  root	  phenotypes	  and	  to	  regulate	  tunicamycin	  stress	  response	  
(Figs	  5	  and	  6).	  Some	  interactions	  between	  XLG	  and	  the	  Gβγ	  dimer	  may	  also	  affect	  shoot	  phenotypes,	  although	  the	  genetics	  approaches	  that	  were	  employed	  were	  not	  sufficient	  to	  elucidate	  these	  interactions.	  A	  G	  protein-­‐signaling	  model	  was	  proposed	  that	  includes	  the	  non-­‐canonical	  XLG	  proteins	  as	  components	  of	  G	  protein	  signaling	  in	  Arabidopsis	  (Fig.	  8).	  	  	  	  
	  
Figure	  8.	  	  Modeled	  G	  protein	  pathways	  for	  the	  regulation	  of	  shoot	  and	  root	  
growth	  and	  tunicamycin	  stress	  response.	  	  
A.	  The	  Gβγ	  dimer	  was	  found	  to	  be	  necessary	  and	  sufficient	  for	  shoot	  growth	  (Fig.	  2).	  This	  indicates	  that	  the	  Gβγ	  dimer	  positively	  regulates	  shoot	  growth	  in	  Arabidopsis.	  	  
B.	  Fig.	  4	  shows	  that	  the	  quad	  mutant	  and	  agb1-­‐2	  mutants	  exhibited	  longer	  root	  lengths	  and	  more	  lateral	  root	  growth	  relative	  wildtype.	  The	  gpa1-­‐3	  and	  xlg1/2/3	  mutants	  showed	  increased	  root	  lengths	  and	  later	  root	  growth,	  but	  not	  as	  high	  as	  the	  
quad	  mutant.	  This	  indicates	  that	  both	  the	  canonical	  heterotrimeric	  complex	  and	  XLG/Gβγ	  complex	  play	  roles	  in	  the	  negative	  regulation	  of	  primary	  root	  growth	  and	  lateral	  root	  formation.	  C.	  Tunicamycin	  stress	  response	  survival	  rates	  were	  approximately	  0	  for	  agb1-­‐2,	  agg1/2/3,	  xlg1/2/3,	  and	  quad	  mutants.	  The	  gpa1-­‐3	  mutant	  showed	  normal	  survival	  rates	  relative	  to	  wildtype	  plants,	  indicating	  the	  
















Significance	  This	  genetic	  approach	  clearly	  explains	  how	  plant	  G	  protein	  pathways	  created	  their	  own	  signaling	  specificities	  using	  two	  types	  of	  Gα	  proteins;	  canonical	  Gα	  and	  non-­‐conventional	  XLG	  in	  a	  complex	  with	  Gβγ	  dimer.	  The	  genetic	  evidence	  for	  the	  formation	  of	  an	  XLG/βγ	  complex	  in	  this	  thesis	  provides	  the	  framework	  for	  a	  new	  G	  protein-­‐signaling	  paradigm.	  In	  the	  new	  signaling	  paradigm,	  non-­‐canonical	  Gα	  proteins,	  such	  as	  XLG	  proteins,	  play	  equally	  important	  roles	  to	  Gα	  in	  regulating	  plant-­‐signaling	  pathways.	  This	  research	  also	  provides	  a	  better	  understanding	  of	  G	  protein	  pathways	  in	  shoot	  development,	  root	  development,	  and	  stress	  responses	  within	  Arabidopsis	  and	  the	  plant	  kingdom	  in	  general.	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